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5 Menibran, Fil'bra'blonsmodul und Verfahren ziar Abteennung von 
Biomolekulen aus elner Flussxgkext 



10 Beschreibung 

•Die Erfindung betrifft eine Membran bestehend aus einem mik- 
roporosen MembrankOrper mit einem Af f initatsliganden befahigt 
zur Wechselwirkung mit mindestens einer in einer Fltissigkeit 
15 befindlichen MolekUlart. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Filtrationsmodul zur Ab- 
trennung von Biomolektllen aus einer Fltissigkeit bestehend aus 
einem Gehause und mindestens einer Membran. 

20 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Abtrennung 
von Biomolektllen aus einer Fltissigkeit mit Hilfe von Membra- 
nen mit chemisch aktivierten mikropor5sen Membrankdrpern an 

• die Aff initatsliganden, die zur Wechselwirkung mit den abzu- 
trennenden Biomolekulen befahigt sind, angekuppelt sind. 

GelfSrmige kugelfttrmige Trager ftir Aff initatsliganden werden 
seit langerem in vielen Bereichen der Biotechnologie zur Rei- 
nigung und Abtrennung der verschiedensten Biomolektile einge- 
30 setzt. Ein Beispiel daftir sind die Af f initatstrager auf Aga- 
rosebasis welche in Suspension in den Handel kommen. Das Sus- 
pensionsmedium kann dabei Wasser oder ein anderes LOsungsmit- 
tel sein. Nur wenige Matrices werden in lyophilisierter Form 
angeboten. 

35 
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Weiterhin ist es schwierig bis uninttglich einmal in wSssrigem 
Mediim gequollene Matrices wieder zu trocknen, da die Gelkti- 
gelchen dabei irreversibel geschadigt werden. Die Aufbewah- 
rung und der Transport solcher Gele stellen also ein erhebli- 
ches logistisches Problem dar. 

Aus der EP 0 787 523 Al ist bekannt, zur affinen Stofftren- 
nung an ein TrSgermaterial Liganden zu kuppeln, die die Funk- 
tion haben, eine einzelne Zielsubstanz oder auch eine ganze 
Klasse von Substanzen adsorptiv spezifisch zu binden. 

Weiter ist aus der DE 196 17 775 Al bekannt, Membranadsorber 
bzw. Meitibranen zu verwenden, die Liganden tragen, die zur 
Wechselwirkung mit mindestens einem Stoff einer mit ihm in 
Kontakt stehenden flussigen Phase befahigt sind. Der Trans- 
port der flUssigen Phase durch die Membran hindurch erfolgt 
dabei konvektiv aufgrund einer Druckdif f erenz. 

Nachteilig bei der bekannten Abtrennung von BiomolekUlen ist, 
dass die Trager bzw. Membranen mit den angekuppelten Affini- 
tatsliganden aufwendig an einer Austrocknung gehindert werden 
miissen, urn einen Verlust der Bioaktivitat der Liganden zu 
veinneiden. Ein wassernasser Zustand der Membranen birgt zudem 
die Gefahr eines mikrobiellen Angriffes und bedingt die Not- 
wendigkeit ein Konservierungsmittel zuzusetzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Membranen 
zur Abtrennung von Biomolekiilen aus einer Fiassigkeit mit 
Hilfe von Af f initatsliganden bereitzustellen, so dass deren 
umstandliche und kostenintensive nasse Lagerung vermieden 
werden kann. 

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit dem Oberbegrif f des An- 
spruches 1 dadurch gelost, dass der Membrankorper mit dem Af- 
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finitatsliganden unter Beibehaltung der Aktivitat des Affini- 
tatsliganden getrocknet lagerbar ist. 

Dadurch, dass der Membrank5rper praktisch ohne signif ikanten 
Aktivitatsverlust trocken lagerbar ist, k5nnen die Lager- und 
Transportkosten wesentlich verringert werden. Die Abtrennung 
der Biomolekaie vereinfacht sich. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass mit Af f initatsligan- 
den, wie Proteinen, beladene Membranen langere Zeit ohne sig- 
nif ikanten Aktivitatsverlust trocken gelagert werden konnen. 
Dabei handelt es sich um mikroporSse Membranen der Fa. Sarto- 
rius AG GSttingen, die unter dem Handelnamen Sartobind ® er- 
haitlich sind. Unter ^trocken''^ soli dabei verstanden werden, 
dass das Porenvolumen der Membran bzw. des Membrankorpers im 
wesentlichen durch Luft ausgeftillt ist. Dies schlieBt nicht 
aus, dass die innere Oberfiache von einer schwer fltichtigen 
organischen Substanz bedeckt ist. 

Geeignet sind Membranen mit mikroporosen adsorptiven Membran- 
kSrpern auf Basis von beispielsweise Celluloseacetat (CA) , 
Cellulosenitrat (CN) , Polyamid, PESU, PP, PVDF. Die Porengro- 
Be betrSgt zwischen 0,01 bis 15 pm. Bevorzugt wird eine Po- 
rengrSUe zwischen 0,2 und 5 pm. Der MembrankSrper weist wei- 
terhin eine Dicke zwischen 100 und 500 pm, vorzugsweise von 
200 bis 300 pm auf. 

Die Membranen sind vorzugsweise chemisch aktiviert, so dass 
die Af f initatsliganden chemisch angekuppelt werden. Es ist 
aber auch eine physikalische Anbindung der Aff initatsliganden 
an die Membran moglich. 

GemaJi einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung weist 
der Membrankorper eine Impragnierung mit Glycerin auf. Die 
Glycerinimpragnierung tragt dazu bei, dass beim Trocknungs- 
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prozess die Struktur der mikroporOsen Membran bzw. des Memb- 
rankarpers nicht beschSdigt wird. 

MOgliche Af f initStsliganden sind dem Fachmann bekannt . Als 
Beispiele fUr adsorptive Liganden werden genannt: 

Thiophile, 

hydrophobe der verschiedenen Ketteniangen und Konfigura- 
tionen 

Reversed Phase ^ 

reaktive und andere Farbstoffe^ 

niedermolekulare ungeladene oder geladene organische 
Molekaie, 

Aminosauren und Analoga, 
Coenzyme, Cofaktoren und deren Analoga, 
Substrate und deren Analoga, 

endokrine und exokrine Substanzen wie Hormone und hormon- 
ahnlich wirkende Effektoren und deren Analoga, 
Enzym-Substrate, -Inhibit oren und deren Analoga, 
Fettsauren, FettsSurederivate, konjugierte Fettsauren und 
deren Analoga. 
Nukleinsauren 

DNA, und deren Analoga und Derivate, 
RNA und deren Analoga und Derivate, 
Monomere und deren Analoga und Derivate, 
Oligo- bis Polymere und deren Analoga und Derivate, 
hochmolekulare Kohlenhydrate linear oder verzweigt; un- 
substituiert oder substituiert, 
Glycokon j ugate , wie 
Heparin, 

Amylose, Zellulose, 
Chitin, Chitosan, 
Monomere und Oligomere, 
deren aller Derivate und Analoga, 
Lignin und dessen Derivate und Analoga. 
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Hochmolekulare Liganden wie 

Proteine und ihre Oligomere, Multimere, Untereinhei- 
ten^ sowle Telle davon. 

Peptide, Polypeptide deren .Analoga und Derlvate, 
Lectlne, 

Antlkdrper und Telle davon, 

Fuslonsprotelne / 

Haptene, 

Enzyme und Unterelnhelten sowle Telle davon, 
Strukturprotelne, 

Rezeptoren und Effektoren sowle Telle davon, 
Xenoblotlka 

Pharmazeutlka und Pharmazeutlsche Wlrkstoffe 

Alkalolde 

Antlblotlka 

Blomlmetlka 



Weltere Aufgabe der Erflndung 1st es, elne Vorrlchtungen bzw. 
eln Flltratlonsmodul anzugeben, dass zur kostengtinstlgen und 
effektlven Abtrennung von BlomolekUlen geelgnet 1st. 

Dlese weltere Aufgabe wlrd erf IndungsgemSB In Verblndung itilt 
dem Oberbegrlff des Anspruches 9 dadurch gelSst, dass die 
Membran nach elnem der AnsprUche 1 bis 8 ausgeblldet 1st. 

Durch die Ausblldung der Membrane nach elnem der Anspriiche 1 
bis 8 welst das Flltratlonsmodul die oben genannten Vortelle 
auf . 



Insbesondere kann durch die Verwendung elner Mehrzahl von 
Membranen elne selektlve Trennung verschledener Blomolekule 
errelcht werden. Die Membranen konnen zudem dem jewelllgen 
Trennproblem relatlv elnfach angepasst werden. Die Membranen 
k5nnen mehrlaglg In elnem Gehause angeordnet werden. Sle kon- 
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nen aber auch hintereinander in unterschiedlichen Gehausen 
Oder Gehausekammern angeordnet warden 

Die bekannten Verfahren zur Abtrennung von Biomolektilen wei- 
sen die oben genannten Nachteile auf . 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
effizientes und kostengunstiges Verfahren zur Abtrennung von 
Biomolekaien aus einer zu prozessierenden FlUssigkeit an- 
zugeben, das auf eine umstandliche nasse Lagerung und Trans- 
port verzichten kann* 

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit dem Oberbegriff des An- 
spruches 12 dadurch gel6st, dass folgende Schritte durchge- 
ftihrt werden: 

a) Ankuppeln des Af f initatsliganden in einem LSsungsmittel an 
den MembrankGrper/ 

b) Spiilen des Membrank6rpers mit mindestens einem Sptilmedium, 

c) weitgehendes Entfernen des letzten Sptilmediiims durch einen 
Trocknungs vor gang , 

d) trockene Zwischenlagerung der Membranen bei Bedarf und 

e) Filtrieren der Fliissigkeit durch die Membranen, so dass 
die Biomolektile abgetrennt werden. 

Durch die mogliche trockene Lagerung der Membran ohne Aktivi- 
tatsverlust wird sowohl die Lagerung als auch der Transport 
vereinfacht und damit kostengtinstiger . 

Urn die Gefahr eines mikrobiellen Angriffs bei Verwendung von 
Wasser als SpUlmedium weitgehend auszuschliefien, wird die 
Membran vorzugsweise auf eine Wasseraktivitat von ^ 40% ge- 
trocknet. Unter Wasseraktivitat ist dabei der Gleichgewichts- 
partialdruck des Wassers bezogen auf reines Wasser der glei- 
chen Temperatur zu verstehen. 



Dem letzten Spaimeditun nach Schritt b) kann noch in einem 
Schritt bl) eine schwer flOchtige, mit dem Sptilmedium misch- 
bare, organische Substanz bzw. Komponente als Impragnierungs- 
mittel zugefttgt werden. Das Impragnierungsmittel verbleibt 
bei dem Trocknungsvorgang in der Membrane. Es kann auf der 
Porenoberfiache einen Film bilden Oder die Membranmatrix in 
einem gequollenen Zustand erhalten. 

Weitere Einzelheiten der Erfindung ergeben sich aus der nach- 
folgenden ausfQhrlichen Beschreibung und den beigefUgten 
Zeichnungen, in denen bevorzugte Ausftihrungsf ormen der Erfin- 
dung beispielhaft veranschaulicht sind. 

Figur 1: Eine schematische Darstellung eines Filtermoduls 
mit einer in einem Gehause angeordneten Membran, 

Figur 2: eine schematische Darstellung eines Filtermoduls 
zum Abtrennen von Biomolekttlen mit in GehSusen 
hintereinander geschalteten Membran und 

Figur 3: eine Schematische Darstellung eines Filtermoduls 
zum Abtrennen von Biomolekulen mit in einem Ge- 
hSuse mehrlagig angeordneten Membranen. 

Ein Filtermodul 1 zum Abtrennen von Biomolektilen aus einer 
Flttssigkeit besteht im Wesent lichen aus einem GehSuse 2 und 
einer Membran 3 mit einem MembrankSrper 4. 

Das Gehause 2 weist einen Zufluss 5 und einen Abfluss 6 auf. 
Die Membran 3 mit ihrem mikroporosen adsorbtiven Membrankor- 
per 4 ist auf Basis von beispielsweise Celluloseacetat , Cel- 
lulosenitrat, Polyamid, PESU, PP, PVDF ausgebildet und weist 
eine PorengrQlSe zwischen 0,01 bis 15 ]am, vorzugsweise 0,2 bis 
5 pm auf. Der flachig ausgebildete Membrank6rper 4 weist da- 
bei eine Dicke zwischen 100 und 500 jam, vorzugsweise 200 bis 
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300 auf . An den Membrank6rper 4 sind dem Fachmann bekannte 
(nicht dargestellte) Af f initatsliganden gekuppelt. Die Affi- 
nitatsliganden werden so ausgesucht, dass sie zu einer Wech- 
selwirkung mit dem aus der zu prozessierenden Fltlssigkeit ab- 
5 zutrennenden BiomolekUl befahigt sind. 

Die Membran 3 kann entsprechend Fig. 1 einlagig in dem GehSu- 
se 2 angeordnet sein. Mehrere Gehause 2 mit Membranen 3 k6n- 
nen dabei hintereinander angeordnet werden. 

10 

Des ist aber auch moglich, die Membranen 3' mehrlagig in ei- 

• nem Gehause 2' anzuordnen. An die Membran 3, 3' wird der 
nicht dargestellte Af f initatsligand chemisch angekuppelt, die 
Membran 3, 3' mit Glycerin impragniert und anschlieliend einem 
15 Trocknungsprozess unterzogen. Dabei wird der Membran 3, 3' 
weitgehend das Wasser entzogen. Nach einer Trockenlagerung 
bzw. nach einem Transport wird der Membran 3, 3' tiber den Zu- 
fluss 5 die zu prozessierende Fltissigkeit zugeftihrt und kon- 
vektiv durch die Membran transportiert , so dass sie tiber den 
20 Abfluss 6 abfliefien kann. Die abzutrennenden Biomolektile wer- 
den dabei an die Af f initatsliganden angebunden. 
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Belspiel: 

Die nachfolgend itiit PBS bezeichnete L5sung wurde, wie in J. 
Sambrook^ E.F. Fritsch, T. Maniatis ,,Molecular Cloning^^ A La- 
5 boratory Manual^ second edition Cold Spring Harbour Laborato- 
ry Press 1989/ Book 3, Appendix B.12 beschrieben, wie folgt 
hergestellt : 



g/i 


Substanz 


8,0 
0,20 
1,44 
0,24 


Natriiamchlorid NaCl 
Kaliumchlorid KCl 
di-Natriumhydrogenphosphat Na2HP04 
Kaliumdihydrogenphosphat ICHaPOfl 


pH 7,4 ± 0,2 



10 Eine mit Aldehydgruppen f unktionalisierte mikroporSse Membra- 
ne des Typs Sartobind® Aldehyde Membrane code 19306 wurde mit 
Protein A umgesetzt. Dazu wurde Protein A der Fa. Repligen^ 
Bezeichnung rPrA Lot Nr. 011038 zu 10 mg/xtCL in PBS gel6st. 
Drei Filterronden mit 25 mm Durchmesser wurden mit 2 ml die- 

15 ser Losung in einer kleinen Plastikpetrischale ftir 3 h bei 
Umgebungstemperatur geschUttelt. Zur Reduktion der entstande- 
nen Schiffschen Basen wurde 1% Endkonzentration Cyano- 

•borhydrid zugesetzt, Nach Ablauf der Umsetzung wurden die 
Membranen entnommen und in eine frische Petrischale aber- 
20 fahrt. Zur Reduktion der restlichen Aldehydgruppen wurden 5 
ml einer Losung von Natriiom-Borhydrid in PBS mit einer End- 
konzentration von 1% zugesetzt und die Membranen ftir weitere 
15 min geschuttelt. Die Membranen wurden danach nacheinander 
mit PBS, einer L5sung von 0.1 M Glyzin pH 2,7, 1 mM HCl, 1 mM 
25 NaOH und 1 M NaCl in 0.01 M Kalium-phosphat pH 7.0 gesptilt. 
Die Membranen wurden mit einer Losung von 22% w/v Glycerol in 
0.01 M Kalium-phosphat pH 7 . 0 impragniert. Die Membranen wur- 
den dann bei Umgebungstemperatur in einem Luftstrom ftir 3 h 
getrocknet und bei 4**C unter weitgehendem Luftabschluss gela- 
30 gert. 
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Nach bestiiranten Zeiten wurden Membranen entnommen und auf ih- 
re Bindungskapazitat fUr humane Immunglobuline des Typs 
IgGlund IgG2 getestet. 

Dabei wurden drei der oben beschriebenen Membranen mit 25 mm 
Durchmesser in ein Sprit zenvorsatz Best. Nr. 16517 der Fa. 
Sartorius AG eingebaut und mit einer Einwegspritze versehen. 
Humanes abgelaufenes Plasma einer artlichen Blutbank wurde 
1:40 mit PBS verdUnnt und diese LSsung Uber 0.2 pm membran- 
filtriert. 10 ml dieser so erhaltenen Lasung wurde in die 
Spritze gefiillt und durch Schwerkraft Ober die drei eingebau- 
ten Membranen filtriert. Dann wurde mit 10 ml PBS gespult und 
die gebundene Menge IgG durch 10 ml 0.1 M Glyzin pH 2.7 elu- 
iert. Die Absorption der ElutionslGsung bei 280 nm wurde in 
einem Spektralphotometer bestimmt und an Hand einer Eichgera- 
den mit Rinderserumalbumin als Verbleichssubstanz die Prote- 
inbindekapazitat der Membrane bestimmt. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in der folgenden Tabelle 
dargestellt. 

Tabelle: Zeitliche Veranderung der IgG Bindekapazitat von 
Protein A beladenen aldehyd-f unktionalisierten Membranen 



Zelt (Tage) 


Blndekapazita-t (]jg/cm* ) 


0 


42 


1 


41 


4 


47 


20 


43 


45 


40 


56 
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Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 2 Messungen. 
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Anmelder: 
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Sartorius AG^ G6ttingen 
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Patentansprtiche 

1. Membran bestehend aus einem mikroporSsen MembrankOrper 
mit einem Af f initatsliganden befahigt zur Wechselwirkung mit 
mindestens einer in einer FlOssigkeit befindlichen MolekUl- 
art, dadurch gekennzexchnet, dass der Membrankorper (4, 4') 
mit dem Af f initatsliganden unter Beibehaltung der Aktivitat 
des Af f initatsliganden getrocknet lagerbar ist. 

2. Membran nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnefc, dass der 
Membrankorper (4, 4') chemisch aktiviert und die Aff initats- 
liganden chemisch angekuppelt sind. 

3. Membran nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekezmzeichnel:, 

dass der Af f initatsligand ein bioaktives Molekul ist, dessen 
Spezifitat und / Oder Kapazitat im getrockneten Zustand des 
MembrankSrpers (4, 4') im Wesentlichen erhalten bleibt. 

4. Membran nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zexchnel:, dass der MembrankSrper (4, 4') eine PorengrOBe von 
0,01 bis 15 pm aufweist. 

5. Membran 'nach Anspruch 4, dadurch gekennzelchnet, dass der 
Membrankarper (4, 4') eine PorengrOfie von 0,2 bis 5 auf- 
weist. 



6, Membran nach einem der AnsprUche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der MembrankSrper (4, 4') eine Dicke von 100 
bis 500 pni aufweist. 
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7. Membran nach Anspruch 6^ daduroh gekennzeichnet, dass 
der MembrankOrper (4, 4') eine Dicke von 200 bis 300 \mi auf- 
weist . 

5 8. Membran nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zexchnet, dass dem Membrank5rper (4, 4M nach Ankupplung des 
Af finitatsliganden in einem Trocknungsvorgang weitgehend Was- 
ser entzogen wurde. 

10 9. Membran nach einem der Ansprtiche 1 bis 8^ dadurch gekenn- 

•zelchnet, dass der MembrankSrper (4, 4') eine GlycerinimprSg- 
nierung auf weist. 

10. Filtrationsmodul zur Abtrennung von Biomolektilen aus ei- 
15 ner Fliissigkeit bestehend aus einem Gehause und mindestens 

einer Membran^ dadurch gekexmzeichnet, dass die Membran (3, 
3S 3") nach einem der Ansprtiche 1 bis 9 ausgebildet ist. 

11. Filtrationsmodul nach Anspruch 10, dadurch gekennzexch- 
20 net, dass eine Mehrzahl von Membranen (3") mehrlagig in dem 

GehSuse (2") angeordnet ist. 

• 12. Filtrationsmodul nach Anspruch 10 oder 11, dadurch ge- 
kennzelchnet, dass eine Mehrzahl von Membranen (3') in Gehau- 
25 sen (2') hintereinander angeordnet sind. 

13. Verfahren zur Abtrennung von Biomolektilen aus einer 
Flttssigkeit mit Hilf e von Membranen mit mikroporSsen Membran- 
k5rpern an die Af finitatsliganden, die zur Wechselwirkung mit 
30 den abzutrennenden Biomolekaien befahigt sind, angekuppelt 
sind, dadurch gekexuizeichnel:, dass folgende Schritte durchge- 
fahrt we r den: 

a) Ankuppeln des Af finitatsliganden in einem LSsungsmittel 
an den Membrankdrper (4, 4'), 
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b) Spttlen des MembrankOrpers (4, 4') mit mindestens einem 
Sptilmedlum, 

c) weitgehendes Entfernen des letzten Spttlmediums durch ei- 
nen Trocknungsvorgang, 

d) trockene Zwischenlagerung der Membranen (3^ 3'^ 3") bei 
Bedarf und 

e) Filtrieren der Fltissigkeit durch die Membranen (3, 3', 
3"), so dass die Biomolekaie abgetrennt werden. 

14, Verfahren nach Anspruch 13^ dadurch gekennzelchnet , dass 
in Anschluss an Schritt b) der folgende Schritt eingefiigt 
wird: 

bl) Zusetzen einer schwer fiachtigen mit dem SpUlmedium 
mischbaren organischen Komponente in das Sptilmedium zxam 
Ende der SpUlung nach Schritt b) . 

15. Verfahren nach Anspruch 14^ dadurch gekennzelchnet, dass 
Glycerin als schwer fluchtige organische Komponente zugesetzt 
wird. 



m 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 



Anmelder: Sartorius AG, Gattingen 

Anwaltsakte: P-SAR 31 



Z u s a mm e n f a s s u n g 



Membran bestehend aus einem mikroporSsen MembrankSrper mit 
einem Af finitatsliganden befahigt zur Wechselwirkung mit min- 
destens einer in einer FlUssigkeit befindlichen MolekUlart, 
wobei der Membrankerper unter Beibehaltung der Aktivitat des 
Affinitatsliganden getrocknet lagerbar ist. 

Filtrationsmodul und Verfahren zur Abtrennung von BiomolekQ- 
len aus einer Fliissigkeit mit Hilfe von Meitibranen mit mikro- 
porasen MembrankCrpern an die Affinitatsliganden, die zur 
Wechselwirkung mit den abzutrennenden Biomolekiilen befahigt 
sind, wobei dem Membrankorper nach Ankupplung des Affinitats- 
liganden in einem Trocknungsvorgang unter Beibehaltung der 
Aktivitat weitgehend Wasser entzogen wird, wobei bei Bedarf 
die Membranen trocken zwischengelagert werden, und wobei an- 
schlieliend die Fliissigkeit durch die Membranen filtriert und 
die Biomolektlle abgetrennt werden. 



